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METODO DE DETECCION Y EVALUACION DE COMPUESTOS MIMETICOS 
DE PACLITAXEL. 

Una gran parte de los citostaticos, entre ellos paclitaxel (Taxol ®) y otras 
substancias recientemente descubiertas que mimetizan sus efectos 
antitumorales, tienen como diana los microtubulos celulares. La presente 
invencion es un ensayo homogeneo de alto rendimiento, basado en la 
utilizacion de microtubulos estabilizados y taxoides fluorescentes, para detectar 
cualesquiera substancias que puedan sustituir al paclitaxel en su sitio de union 
en los microtubulos, y constituir potencialmente agentes anticancerosos. 
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TITULO: 

METODO DE DETECCION Y EVALUACION DE COMPUESTOS MIMETICOS 
DE PACLITAXEL. 

SECTOR DE LA TECNICA: 

5 Sector farmaceutico. Agentes antitumorales. Ensayo homogeneo de alto 
rendimiento para la deteccion de substancias que puedan sustituir a paclitaxel 
en su sitio de union en los microtubules y por tanto con actividad potencial 
como agentes antitumorales. 

ESTADO DE LA TECNICA: 

10 El paclitaxel (Taxol ®), un compuesto muy empleado en la quimioterapia del 
cancer, presenta como otros agentes anticancerosos, efectos secundarios. 
Este compuesto diterpenoide se extrajo originalmente de la corteza de una 
planta, Taxus brevifolia, de crecimiento lento, lo que conllevaba un problema de 
falta de una fuente barata y disponible de paclitaxel. El paclitaxel utilizado 

15 actualmente es un producto de semisfntesis a partir de un precursor extrafdo 
de la hoja del tejo. Ademas, el paclitaxel presenta problemas de extrema 
insolubilidad. Por lo tanto, aunque el paclitaxel es un agente quimioterapeutico 
con una muy importante actividad biologica, el descubrimiento de nuevas 
fuentes de paclitaxel o bien de compuestos mimeticos de paclitaxel tiene una 

20 decisiva utilidad. 

El paclitaxel promueve el ensamblaje de ap-tubulina en microtubulos por union 
preferencial a tubulina ensamblada mas que a la tubulina no ensamblada. Su 
efecto esta relacionado con el del nucleotide GTP, con importantes diferencias. 
El GTP se une a un extremo del dfmero de tubulina haciendo contacto con el 

25 siguiente dfmero a lo largo de cada protofilamento que forma el microtubule, 
mientras el paclitaxel se une a un lado de p-tubu!ina cerca del contacto con el 
siguiente protofilamento; en la ot-tubulina, la zona correspondiente a la cavidad 
de union a paclitaxel esta ocupada por un bucle de la cadena peptfdica 
(Nogales, E.). Los dfmeros de tubulina sin ensamblar unen GTP y el sitio de 

30 union queda ocluido por el ensamblaje, mientras el sitio de union a paclitaxel 
existe solo en tubulina ensamblada. La hidrolisis de GTP permite el 
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desensamblaje y la regulacion del sistema de microtubules, sin embargo, la 
activacion de la tubulina por paclitaxel es permanente, estabilizando los 
microtubules. 

La supresion de la dinamica de microtubulos celular por paclitaxel es una causa 
5 principal de la inhibition de la division celular y de la muerte de las celulas 
tumorales (Jordan, M.A. y Wilson, L). Un numero de sustancias naturales 
diversas, incluyendo epotilonas (Bollag, D M. et al), discodermolida (Ter Haar, 
E. et al), eleuterobina (Long, B.H. et al), y laulimalida (Mooberry, S.I. et al) 
imitan los efectos citotoxicos de paclitaxel, aparentemente uniendose a su sitio 
10 en los microtubulos. Cada una de estas sustancias fue descubierta con 
diferentes ensayos para actividades similares a la de paclitaxel. 
Algunas patentes describen metodos para identificar compuestos con 
actividades semejantes a paclitaxel. En la patente americana US 5340724 
(Upjohn Co.) se describe un metodo empleando celulas (Tax 2-4 CHO) 
15 dependientes de paclitaxel y detectando su crecimiento. La solicitud PCT 
WO9420134 (Universidad de Columbia) proporciona dos anticuerpos 
monoclonales producidos por dos hibridomas que son capaces de unirse a 
paclitaxel y a sus analogos, asi como su utlizacion para determinar la presencia 
y cantidad de paclitaxel o sus derivados biologicamente activos. Otra solicitud 
20 PCT WO0056894 (Cytoclonal pharmaceutics, Inc.), describe las secuencias de 
ADN que codifican la beta tubulina de distintas especies de hongos del genero 
Pestalotiopsis, estos segmentos de ADN purificados se emplean para detectar 
compuestos con actividad antitumoral. Otra solicitud PCT WO 9953295 
(Universidad de California), consiste en un metodo para la detection de 
25 agentes que modulan la despolimerizacion de los microtubulos, poniendo en 
contacto microtubulos polimerizados, una proteina que los despolimeriza y las 
substancias a ensayar en presencia de ATP o GTP y detectando la formation 
de monomeros, dimeros u oligomeros de tubulina mediante diferentes metodos 
como cambio de fluorescencia (DAPI), centrifugacion, etc. 
30 Sin embargo, en contraste con otras dianas biologicas importantes, hasta ahora 
se carecia de un ensayo estandar para detectar y medir directamente otros 
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ligandos cualesquiera capaces de reemplazar a paclitaxel en su sitio de union 
en los microtubules. 

Los metodos basados en la luminiscencia son muy utiles para estos propositos. 
Los derivados fluorescentes, hidrosolubles y activos, de paclitaxel unidos con 
5 un intermediario de alanina en la posicion no esencial 7 (Souto, A.A. et al) son 
sondas espeefficas del sitio de union de paclitaxel a los microtubules 
(Evangelio, J. A., et al). Estos taxoides fluorescentes se han usado 
principalmente para localizar sitios subcelulares de union de taxoide citotoxico 
a microtubules del polo del huso y a centrosomas (Abal, M.A., et al), asi como 
10 para medir la cinetica rapida de union y de disociacion del sitio de paclitaxel, 
que esta expuesto en microtubules (Diaz, J.F., et al). 

El objeto primordial de esta invencion es el desarrollo un ensayo fluorescente 
homogeneo de union de ligando al sitio de paclitaxel en los microtubules, que 
permite la deteccion de alto rendimiento de nuevos mimeticos de paclitaxel. El 

15 metodo se basa en la combinacion de dos componentes, una diana y una 
sonda. La diana esta constituida por microtubulos ensamblados in ;vitro los 
cuales se estabilizan mediante entrecruzamiento qufmico y se conservan en 
nitrogeno Ifquido. Este metodo de conservation es novedoso. Como sonda se 
emplean derivados fluorescentes de paclitaxel, que se unen espeefficamente a 

20 los microtubulos (patentes ES 2121549, ES 2105983, W09719938,; Consejo 
Superior de Investigaciones Cientificas) (Diaz, J.F., et al). 

Las aplicaciones de este metodo son: busqueda de nuevos agentes 
antitumorales a partir de bibliotecas de extractos y compuestos naturales y 
sinteticos; evaluation de modificaciones quimicas de series de compuestos 
25 existentes (incluyendo paclitaxel, epotilona, discodermolida, euterobina, 
laulimalida); valoracion de contenido en taxanos activos en fuentes naturales; 
investigacion biologica y oncologica. 
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DESCRIPCION DE LA INVENCION 
Descripcidn breve de la invencion 

El sitio de union a paclitaxel de microtubules tambien une otros ligandos 
recientemente descubiertos con actividad antitumoral. En la presente invencion 
se ha disefiado un ensayo homogeneo de alto rendimiento para la deteccion de 
biomimeticos de paclitaxel, basado en el desplazamiento del taxoide 
fluorescente 7-0-[N-(2,7-difluoro-4'-fluoresceincarbonil)-L-alanil]Paclitaxel de su 
sitio de union en soluciones diluidas de microtubules conservados. 
El metodo de deteccion, objeto de la presente invencion y que se reivindica, se 
basa en la combinacion de los dos componentes, la diana, que consiste en los 
microtubules ensamblados in vitro que se estabilizan mediante 
entrecruzamiento qulmico y se conservan indefinidamente congelados en 
nitrogeno h'quido hasta su utilizacion, este metodo de conservar los 
microtubules tambien se reivindica en la presente invencion, y la sonda, que 
consiste en dicho derivado fluoresceinado de paclitaxel que se une 
especificamente a los microtubules. 

El metodo consiste en la adicion de las substancias a ensayar (no 
fluorescentes) a multiples alicuotas de una solucion diluida de la diana y la 
sonda en microplacas multipocillo. Las substancias a ensayar pueden ser los 
compuestos de las familias de discodermolida, eleuterobina, sarcodicitina, 
epotilonas y paclitaxel. Este metodo tambien tiene aplicacion para medir 
contenidos activos de tipo paclitaxel de fuentes naturales y para la deteccion de 
alto rendimiento de nuevos biomimeticos de paclitaxel. 

La sonda unida a la diana posee un valor de anisotropic de fluorescencia 
mucho mayor que el de la sonda libre; el desplazamiento por cualesquiera 
substancias competidoras de la interaccion de la sonda (ligando de referenda) 
con la diana se detecta midiendo el descenso de anisotropia de la 
fluorescencia de la sonda con un lector de polarizacion de fluorescencia en 
microplacas. Alternativamente se utiliza el descenso de transferencia resonante 
de energia (RET) de la sonda unida a un ligando aceptor rodaminado, 7-0-[N- 
(4'-tetrametilrodamina-carbonil)-L-alanil-] Paclitaxel o el cambio de intensidad 
de fluorescencia de la sonda 7-0-[N-(4 , -fluoresceincarbonil)-L-alanil-] 
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Paclitaxel. Este metodo tiene aplicacion en el desarrollo de herramientas para 
la realization de ensayos en investigation oncologica y/o biologica. 
Tambien es objeto de la presente invention el metodo para conservar los 
microtubules indefinidamente. Este metodo consiste en dializar los 
5 microtubulos entrecruzados contra un tampon de conservation y 
criopreservarlos. 

Descripcion detallada de la invencion 

Con el fin de establecer un ensayo eficaz de competition basado en 
10 fluorescencia para la union de ligando al sitio de paclitaxel en los microtubules, 
se investigaron los cambios de las propiedades fluorescentes de la sonda 7-0- 
[N-(2 t 7-difluoro-4'-fluoresceincarbonil)-L-alanil]Paclitaxel (Flutax-2;10) sobre la 
union especifica a microtubulos. El Flutax-2 se prefirio al analogo Flutax-1 con 
fluorescefna no fluorada por su superior fotoestabilidad y pK acido (dando el di- 
15 anion fuertemente fluorescente a valores de pH neutros). Se investigaron 
metodos de anisotropfa de fluorescencia y de transferencia de energfa de 
resonancia (RET), y medidas de intensidad de la emision (con Flutax-1). 
Puesto que los microtubulos se unen a Paclitaxel y a Flutax con gran afinidad, 
se necesitan bajas concentraciones de sitios de union con el fin de detectar los 
20 competidores de afinidad inferior. Estos sitios de union estabilizados por 
dilution fueron proporcionados por microtubulos entrecruzados suavemente 
(ver Ejemplo; Evangelio, J. A. et al.; Diaz, J.F. et al.). 

Validacidn de la sonda v diana. A) Medida de la union esoectfica de Flutax-2 a 
microtubulos mediante anisotropia de fluorescencia v su cancelation oor 
25 paclitaxel 

La intensidad de fluorescencia de Flutax-2 cambia muy poco con la union a 
microtubulos. Hay un pequeno cambio en el maximo de excitation de 494nm a 
495nm (punto isosbestico a 500nm) y un desplazamiento azul de emision de 
523nm a 520nm (no mostrado aqui, punto isosbestico a 525nm; Diaz, J.F. et 
30 al.). Sin embargo, la polarization de fluorescencia de Flutax-2 aumenta 
significativamente por la union. Se compararon el espectro de anisotropfa de 
excitation de una solution de sitios de microtubulo-Flutax-2 50nM con el 



espectro de una solucion similar en la que los sitios de union fueron 
bloqueados con un exceso de paclitaxel y con el del Flutax-2 libre. Tanto la 
anisotropia negativa de la banda 329nm como la anisotropic positiva de la 
transition de excitation de energia inferior (495nm) de la difluoro-fluorescei'na 
son especi'ficamente aumentados por union de Flutax-2 a microtubules. Los 
valores de anisotropia determinados para la banda 495nm (emision 520nm; 
tampon GAB que contiene glicerol, 25°C) fueron: Flutax-2 libre (50nm), r min = 
0,055; en presencia de microtubules bloqueados con paclitaxel, r = 0,060; 
Flutax-2 espetificamente unido a los microtubules, r max = 0,29 (el ultimo se 
determino por valoracion de Flutax-2 50nm con concentraciones crecientes de 
microtubules). Estos cambios son consistentes con una fuerte inmovilizacion 
del fluoroforo por la union. Ademas del anclaje de Flutax-2 a traves de su resto 
paclitaxel, se ha propuesto una interaction del di-anion fluorescefna con un 
residuo cationico de microtubules, posiblemente Arg 282 de 0-tubulina 
(Evangelio, J.A. et a!.; ver Fig. 10 en Diaz, J.F. et al.). 

Una isoterma de union de Flutax-2 a microtubules, determinada a partir del 
cambio de anisotropia del ligando, indica una constante de equilibrio de la 
union con valor Kb = 1 1 ,5 +/- 0,4) x 10 8 IW 1 en tampon GAB-GDP a 25°C (no es 
significativamente diferente de los valores previamente determinados por 
centrifugacion (Diaz, J.F. et al ). La union de Flutax-2 a estas concentraciones 
es completamente anulada por paclitaxel 10|aM. 

Basandose en estos resultados, en la observation de la capacidad de Flutax-2 
de sustituir a 3 H-Paclitaxel de su sitio de union, y en los resultados previos 
discutidos en un estudio cinetico detallado (Diaz, J.F. et al.), Flutax-2 puede 
considerarse una sonda genuina del sitio de union a paclitaxel de microtubules. 
Validation de la son da v diana. B) Detection de la union de Flutax-2 a 
microtubulos mediant e transferencia de energia (RET) a otro taxnide 
fluoresce nte v su cancelation por paclitaxel 

Las distancias de mayor proximidad entre sitios de union a paclitaxel en 
subunidades de p-tubulina de microtubulos son ca. 5,5, 8 y 9,5nm (Nogales, E., 
et al.), un intervalo de distancia apropiado para RET desde fluorescema a 
fluoroforos de rodamina. El desplazamiento del donador o aceptor de sus sitios 
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de union por otro ligando no fluorescente suprimiria la emision del aceptor por 
excitacion del donador. El espectro de emision (excitacion a 460nm) de sitios 
de union de microtubules 50nM con Flutax-2 10nM y Rotax 40nM (7-0-[N-(4'- 
tetrametilrodamina-carbonil)-L-alanil-] Paclitaxel (Evangelio, J. A. et al) mostro 
5 un pico de emision sensibilizada de Rotax, ademas de la emision de Flutax-2 . 
Cuando los sitios de union se bloquearon con paclitaxel la emision de 
fluoresceina aumento (no se apago) y cambio de 521 a 524 nm, mientras la 
contribution de rodamina decrecio a un nivel (un hombro) que era similar al de 
la emision no sensibilizada de Rotax a 582nm. Este experimento indico la 
10 posibilidad de detectar una union de ligando ai sitio de paclitaxel por el 
decrecimiento de RET. 

Validation de la sonda v diana. C) Detection de la union de Flutax-1 a 
microtubulos mediante transferencia de enerpia (RET) a otro taxoide 
fluorescente v su cancelation por paclitaxel. 
15 Utilizando Flutax-1 es posible caracterizar el desplazamiento por variation de la 
intensidad de fluorescencia. 

Ensavo fluorescente de detection v evaluation de lioandos que interactionan 
con el sitio de union de paclitaxel en los microtubulos. 

Usando Flutax-2 como una sonda de referencia del sitio de union a paclitaxel, 
20 la union de otros ligandos no fluorescentes que desplazan Flutax-2 de los 
microtubulos (ver Figura 1) puede medirse facilmente por los cambios en sus 
propias propiedades de fluorescencia en un ensayo de competition. Se ha 
empleado el cambio en la anisotropia de fluorescencia, que fue analizado en 
placas de 96 pocillos con un lector de microplaca. La Figura 2 muestra como el 
25 paclitaxel y el docetaxel disminuyen eficazmente la anisotropia de fluorescencia 
de soluciones de Flutax-2 50nM- sitios de microtubulos 50nM. El analisis 
numerico de las isotermas de desplazamiento (ver Ejemplo) indico que 
paclitaxel y docetaxel se unen a microtubulos con constantes de union de 
equilibrio de (3,7 +/- 1,5) x 10 7 M' 1 (4 determinaciones) y (6,0 +/- 2,3) x 10 7 M* 1 
30 (2 determinaciones) respectivamente a 25°C. La relacion de afinidades de 
docetaxel a paclitaxel fue 2,7 +/- 0,2 a partir de los experiments individuates. 
Una afinidad 2 veces mayor de docetaxel comparado con paclitaxel esta de 



acuerdo con una determinacion directa previa (Diaz, J.F. y Andreu, J.M.). La 
afinidad de paclitaxel es del mismo orden de magnitud que los valores 
previamente determinados para paclitaxel (Parness, J. y Horwitz, S.B.), 2- 
debenzoil-2-(m-aminobenzoil) paclitaxel (Han. Y., et al.) y 3'-N-m- 
aminobenzamido-S'-N-debenzamido-Paclitaxel (Li, Y. et al.). La baccatina III, 
generalmente considerada hasta ahora como un compuesto inactive inhibio 
completamente la anisotropia de microtubule Flutax-2, aunque a 
concentraciones totales aproximadamente 200 veces mas grandes que 
paclitaxel (ver Fig. 1). El analisis de los datos de desplazamiento indico que 
baccatina III es reconocida por el sitio de union a paclitaxel de microtubules con 
una constante de equilibrio de (1,5 +/- 0,5) x 10 5 M" 1 (7 determinaciones). 
Baccatina III es equivalente al sistema de anillo taxano, en el que el grupo C-13 
OH sustituye a la cadena lateral de paclitaxel (ver estructuras quimicas en la 
Fig. 2). La cadena lateral C-13 ha sido considerada previamente como un 
determinante esencial para el reconocimiento de paclitaxel. Sin embargo, el 
ester metflico de la cadena lateral C-13 fue, dentro de su limite de solubilidad, 
inactivo para desplazar a Flutax-2. Los resultados indicaron una constante de 
equilibrio de union inferior a 10 3 IvT 1 para este analogo de la cadena lateral C- 
13 separado del resto de la molecula (ver Fig. 2; 2 determinaciones). 
En una serie de medidas de control, el desplazamiento de la interaccion de 3 H- 
paclitaxel con microtubules por baccatina III y Flutax-2 se evidencio por 
sedimentacion y contaje de centelleo. Los resultados de estas mediciones (ver 
Ejemplo) fueron compatibles con los de los ensayos de anisotropia de 
fluorescencia, excepto para una afinidad aparente 7-veces inferior de Flutax-2. 
Esto confirmo que baccatina III se reconoce por el sitio de union a paclitaxel de 
microtubules. Sin embargo, con el fin de tener la mayona del trazador 
radiactivo 3 H-paclitaxel en solucion, en vez de adsorberse al tubo de 
policarbonato de la ultracentrifuga de mesa, fue necesario incluir 1 mg mL' 1 de 
seroalbumina bovina, que une paclitaxel (manteniendolo disponible para la 
interaccion con microtubules) asi como Flutax-2 (disminuyendo su afinidad 
aparente). Estos procesos de adsorcion imposibilitan una medida rigurosa 
directa de la afinidad de la union a paclitaxel a microtubules en nuestras 
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manos, y por tanto de la afinidad de sus competidores usando paclitaxel como 
un ligando de referenda en estos ensayos dilui'dos. Las desventajas 
adicionales de los ensayos de union de 3 H-paclitaxel en comparacion con el 
ensayo homogeneo de anisotropfa de taxoide fluorescente, son las 
5 operaciones de centrifugacion, separacion y medicion radioactiva, requeridas. 
Utilizacion del ensayo de anisotropfa de fluorescencia en micro pi aca en 
comparacion con otros metodos para detectar mimeticos de paclitaxel. 
El metodo fluorescente de deteccion de union de ligandos al sitio paclitaxel de 
microtubules desarrollado en este trabajo constituye un primer ensayo 

10 homogeneo para cualquier otra sustancia que actue sobre este importante 
bianco antitumoral. Su simplicidad se compara favorablemente con metodos de 
cribaje (screening) basados en la estabilizacion de microtubules (Bollag, D.M., 
et al.; vwvw.cytoskeleton.com ) y con los ensayos competitivos que utilizan 
Paclitaxel marcado radiactivamente (mas arriba, Bollag, D.M. et al.; Diaz, J.F. y 

15 Andreu, J.M.). Los anticuerpos monoclonales espeefficos de taxano ofrecen 
sensibilidad posiblemente insuperable para la determinacion de contenidos de 
farmacos y compuestos estrechamente relacionados (Grothaus, P.G., et al.; 
O'Boyle, K.P.; Bicamumpaka, C. y Page, M.), sin embargo, pueden fallar en 
reconocer ligandos no relacionados qufmicamente del sitio de union a paclitaxel 

20 del microtubule Puesto que se pueden analizar facilmente multiples ijiuestras 
con el metodo de polarizacion por fluorescencia, este ensayo constituye una 
herramienta util para la evaluacion de la afinidad de union de compuestos 
recientemente disenados de las familias de discodermolida, eleuterobina, 
epotilonas y paclitaxel. Tambien es aplicable a la medicion de contenidos 

25 activos tipo paclitaxel de fuentes naturales, y para la investigacion de alto 
rendimiento de nuevos biomimeticos de paclitaxel, en un modo complementario 
de las exploraciones celulares para inhibidores mitoticos, como los utilizados en 
el descubrimiento de monastrol (Mayer, T.U., et al.). Una propiedad interesante 
del ensayo de anisotropfa de fluorescencia es su sensibilidad para la deteccion 

30 de ligandos de afinidad media. Ello es posible por la combinacion de un taxoide 
aitamente fluorescente (Flutax-2) con microtubulos estabilizados, permitiendo la 
gran dilucion necesaria" para el desplazamiento efectivo de la sonda por 
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ligantes mas debiles, que de otra forma no se detectar.'an. Un ejemplo es la 
deteccion de la union de baccatina III, que proporciona una nueva vision del 
reconocimiento molecular de paclitaxel por microtubules. 
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DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS 
20 FIGURA 1. Una micrografia de fluorescencia de una mezcla de reaccion tipica 
utilizada en esta invencion, que consiste en microtubules estabilizados (sitios 
de taxoide 100nM) y Flutax-2 taxoide fluorescente (100nM). La barra indica 
10|am. 

25 FIGURA 2. Isotermas de competicion de ligandos que se unen al sitio de 
paclitaxel de microtubules en tampon GAB-GDP a 25°C. La anisotropia de 
fluorescencia de soluciones multiples de Flutax-2 50nM y sitios de union de 
microtubules 50nM con diversas concentraciones de competidores se midio por 
duplicado, utilizando un lector de microplaca. Los circulos solidos, paclitaxel 

30 (1); los circulos vacios, docetaxel; los cuadrados, baccatina III (2), los 
triangulos, ester metilico de la cadena lateral C-13 de paclitaxel (3); las cruces, 
controles correspondientes con DMSO 1% (v/v) sin ligando. En este ensayo, 
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cada curva de competicion comienza con un valor de anisotropfa 
correspondiente a dos tercios de moleculas de Flutax-2 unidas. que se reducer, 
progresivamente por el competidor que sustituye a Flutax-2 en los sitios de 
union. La constante de equilibrio de union de Flutax-2 es 1,5 x 10 8 M* 1 . Las 
Imeas 1 (discontinua corta) y 2 (continua) corresponden a los mejores ajustes 
para la union de paclitaxel y baccatina al mismo sitio con valores de constante 
de equilibrio de K = 3,2 x 1 0 7 M" 1 y K = 1,5x 10 s IVT 1 respectivamente; la Ifnea 
larga discontinua es el ajuste a los datos de docetaxel, K = 8 x 10 7 M 1 ; la linea 
de puntos que pasa a traves de los datos del ester metilico de cadena lateral es 
una simulacion de una union de afinidad baja con K = 7 x 10 2 M" 1 (observese 
que estos ultimos datos son similares a los de los controles). 



EJEMPLO DE REALIZACION DE LA INVENCION 
1. Taxoides. Sonda fluorescente. 

Se prepararon soluciones de serie concentradas y se mantuvieron a - 20 C en 
ambiente seco. El paclitaxel (del National Cancer Institute .Bethesda, MD) se 
midio espectrofotometricamente a 273nm despues de dilucion en metanol, 
usando un coeficiente de extincion de 1.700 M' 1 cm' 1 (Diaz, J.F. y Andreu, 
J.M.). 3 H-Paclitaxel (4 Ci mmol" 1 ) se obtuvo de Moravek Biochemicals (Brea, 
CA). Docetaxel (Taxotere) fue proporcionado por Rhone-Poulenc Rorer 
(Antony, France). Baccatina III se obtuvo de Sigma; se encontro desprovisto de 
impurezas por HPLC (un gradiente 20-80% de acetonitrilo en acido 
trifluoroacetico acuoso al 0,05%, en una columna C-18, monitorizado a 228nm). 
Un coeficiente de extincion de baccatina III determinado aproximadamente fue 
25 900 +/- 100 M" 1 cm" 1 (273nm. metanol). Baccatina III era soluble a las 
concentraciones utilizadas en fosfato sodico 10mM. etilenglicol bis (0-aminoetil 
eter)-N,N,N\N^acido tetracetico (EGTA) 1mM. GTP 0,1mM, MgCI 2 6mM, 
glicerol 3,4 M, (tampon GAB) pH 6,5 con DMSO al 1%. El ester metilico de la 
cadena lateral C-13 de paclitaxel fue proporcionado por E. Baloglu y D.G.I. 
Kingston del Virginia Polytechnic Institute (Blacksburg, VA). La absortividad 
molar de este compuesto es de alrededor de 750 M' 1 cm" 1 a 273nm (cola de 
absorcion, metanol) y era soluble a 0,75mM en tampon GAB-DMSO 1%. 
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Observese que las absortividades 273nm anadidas de baccatina III y el ester 
metflico de la cadena lateral eran aproximadamente las de paclitaxel. F. Amat- 
Guerri, del Instituto de Quimica Organica, CSIC (Madrid, Espana) proporciono 
la sonda fluorescente Flutax-2; se comprobo su pureza con HPLC y se 
5 determino su concentracion espectrofotometricamente con dodecil sulfato de 
sodio al 0,5% (SDS), a pH neutro, usando un coeficiente de extincion de 49,100 
M" 1 cm" 1 a 496nm (Diaz, J.F., et al.). 
2. Diana: microtubules entrecruzados. 

Se purified y almaceno tubulina de cerebro'bovino, y se midio su concentracion 

10 como se ha descrito (Andreu, J.M., et aL). Antes de su utilizacidn se equilibro 
en fosfato sodico 10mM, EGTA 1mM, GTP 0,1 mM, glicerol 3,5M pH 6,8, con 
una columna de gravedad de Sephadex G-25 en fno, y se centrifugo 10 min. a 
50.000 en un rotor TLA 100,4 en frio (Beckman). La tubulina 50nM se hizo 
6mM en MgCh (es decir tampon de ensamblaje de glicerol GAB, pH final 6,5^ y 

15 GTP 1mM, se ensamblo en microtubules a 37°C y estos se entrecruzaron 
suavemente con glutaraldehido 20mM, deteniendo la reaccion con NaBH 4 
como se ha descrito (Diaz, J.F., et al). Estos microtubulos entrecruzados tienen 
la misma especificidad, cinetica, y estequiometria de union de Flutax-2; que los 
controles no entrecruzados; tienen una morfologfa normal bajo el microscopio 

20 electronico (Diaz, J.F.,et al.). Los microtubulos entrecruzados se dializaron 
contra GAB-0,1 mM nucleotido (GTP o GDP) durante mas de 16h en fno en 
casettes de dialisis (Pierce) y se conservaron congelados gota a gota bajo 
nitrogeno liquido, o bien a 4°C con 0,05% de azida sodica. Este metodo de 
conservacion de los microtubulos entrecruzados, mediante dialisis contra un 

25 tampon de conservacion y criopreservacion se reivindica en la presente 
invencion. 

Su concentracion de tubulina total se midio despues de diluirlos en SDS al 1% 
utilizando un coeficiente de extincion de 107,000 M' 1 cm" 1 a 275nm (Diaz, J.F. y 
Andreu, J.M.). La concentracion de la tubulina unida se determino por 
30 sedimentacion y se encontro que era tfpicamente 80%-90% del total. La 
concentracion de sitios de union de taxoide se determino por adicion de 
concentraciones crecientes de microtubulos entrecruzados a Flutax-2 5^iM en 
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e. tampon GAB-GDP, sedimentacion (Diaz. J. F., et al.), 50.000 rpm en un rotor 
Beckman TLA 120 a 25°C) y medicion espectrofotometrica de Flutax-2 Se 
observe que las preparaciones de microtubulos entrecruzados unfan 0 75 H- 
0,05 de Flutax-2 por tubulina total (es decir, como mmimo el 95% de la tubulina 
un,da era activa uniendo este ligando). Las mediciones de control uti.izando 3 H- 
paclitaxe. y centel.eo Ifquido dieron va.ores similares a Flutax-2 Una vez que 
se determinaron los valores de anisotropia de Flutax unido a microtubule y 
libra, e. numero de sitios pudo tambien determinarse por valoracion de 
solucones di.uidas de microtubu.os entrecruzados con F.utax-2 (vease mas 
abajo). La concentracion de sitios de union de taxoides de .as preparaciones de 
m.crotubu.os entrecruzados resu.to estab.e bajo nitrogeno liquido, decayendo a 
velocdades comprendidas entre 0,02 y 0,05 dia" 1 a 4°C (vidas medias de cinco 
y dos semanas respectivamente). Se utilizaron los microtubulos entrecruzados 
dentro de una vida media a partir de la preparacion. Una microgram de 
fluorescencia de estos microtubulos con Flutax-2 se muestra en la Fig 1 
3. Mediciones de espectroscopia de fluorescencia y anisotropia 
Se obtuvieron espectros de fluorescencia corregidos con un instrument 
F«uoro.og-3-221 de recuento de fotones (Jobin Yvon-Spex, Longiumean 
Franca), con un ancho de banda de emision de 5nm y excitacion de , m a 
25-C. Las mediciones fluorometricas de ccncentracibn se realizaron con un 
espectrofluorometro Shimadzu RF-540. Los espectros de anisotropia y las 
med.ciones se recogieron en e. mode formato-T de Fluoro.og con excitacion 
polanzada verticalmente y se corrigieron por ,a sensibi.idad de cada canal con 
exc.tac.6n po.arizada horizonta.mente (Lackowicz J.R.). Las mediciones 
multiples de anisotropia, se realizaron con un lector de microplaca PolarStar 
(BMG Labtechnologies, Offenburg, Alemania) a 25X. Las so.uciones se 
exctaron con 200 pu.sos de luz polarizada verticalmente (filtro de paso de 
banda 485-P, 480-492nm) y .a emision se analizo simu.taneamente con fi.tros 
de polarizacion vertica. y horizontal (paso de banda 520-P, 515-550nm) La 
sensibi.idad de los dos cana.es se ajusto para dar e. va.or de anisotropia de 
Flutax-2 .ibre (0,055. polarizacion 0,080; tampon GAB a 25X) en cavidades 
que contenian F.utax-2 y no microtubu.os. Los va.ores de b.ancos de poci.los 
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con microtubules y sin Flutax-2 se sustrajeron de los valores de intensidad de 
fluorescencia (los blancos representaron tfpicamente menos del 4% de la 
medicion). 

4. Union de Flutax a microtubules. 

5 Se valoro primero Flutax-2 (50nM) con concentraciones crecientes de sitios de 
union proporcionados por microtubules entrecruzados, en tampon GAB a 25C. 
La fraccion de Flutax-2 unido es: 
[F] b / [F] 0 = (r - r m in ) / (r max -r min ) [1 ] 

donde [F] 6 y [F] 0 son concentraciones totales y unidas de Flutax-2 
10 respectivamente, r es anisotropfa de fluorescencia medida con el 
espectrofluorometro, el valor de r mjn es 0,055 y el valor de r max era una 
parametro ajustable. Suponiendo una union uno a uno, la concentracion de 
sitios de union libre [S] es: 

[S] = [S] 0 - [F] b [2] 
15 y se aplica la siguiente expresion: 

r = r m jn + (r ma x ■ r m j n )Kb[S]/(1 +K[S]) [3] 

La ecuacion 3 se aplico iterativamente para ajustar los datos r vs [S], usando 
valores de partida diferentes de r max en las ecuaciones 1 y 2, con un programa 
basado en el algoritmo de Marquardt, de lo que se obtuvo el valor mejor fijado 

20 r max = 0,29. Las mediciones de control con sitios de union de microtubules 
bloqueados por 10|iM paclitaxel dieron valores r muy cercanos a r min) dentro de 
un interval© [S] 0 de 0 a 100 nM. Los microtubules entrecruzados (50-1 OOnM de 
tubulina total) se valoraron despues con concentraciones conocidas de Flutax- 
2. La union se determino como: 

25 [F] b / [T] 0 = [F] 0 (r-r mjn ) / [T] 0 (r max - r min ) [4] 

donde [T] 0 es la concentracion de tubulina total, y r max y r min tienen los valores 
determinados previamente. La concentracion de Flutax-2 libre es: 
[F] = [F] 0 - [F] b [5] 
La ecuacion de union para sitios independientes 

30 [F] b / [T] 0 = n Kb [F] / (1 + K b [F]) [6] 

se ajusto iterativamente a los datos con un programa basado en el algoritmo de 
Marquardt, con el fin de obtener los mejores valores fijados de n, el numero de 
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sitios de union de Flutax-2 por tubulina total, y Kb, y la constante de equilibrio 
de union. Cuando se repitieron estos procedimientos usando el lector de placa 
de polarizacion, en vez del espectrofluorometro. se obtuvieron unos valores r max 
de 0,245 (con placas Costar 3599) y 0.27 (con placas negras Nunc 267342)7 
valores Kb y n dentro del error experimental. 

5. Mediciones de uni6n de ligando al sitio de union a paclitaxel de 
microtubules por desplazamiento de Flutax-2. 

Estas mediciones competitivas se realizaron con el lector de polarizacion en 
placa. Una solucion de concentraciones conocidas de sitios de union de 
microtubule y Flutax-2, ambas proximos a 50nM, en tampon GAB-GDP se 
preparo reciente a partir de las reservas concentradas de microtubules 
entrecruzados y Flutax-2. Se dispense en al.'cuotas de 200 jj.L (volumen final) a 
temperatura ambiente en placas con 96 cavidades (Costar cat. n° 3599, no se 
utilizaron las cavidades de los bordes). Las placas se seleccionaron 
comprobando que Flutax-2 permanec.'a en solucion, en vez de adsorberse al 
poliestireno, midiendo los contenidos de las cavidades en el 
espectrofluorometro (recuperacion del 90%). Los ligandos a ensayar se 
anadieron en volumenes pequenos de DMSO (concentracion de DMSO final 
2% v/v) para hacer las concentraciones duplicadas deseadas. Tambien se 
comprobo que el paclitaxel no se adsorb.'a a la placa durante el ensayo, 
empleando 3 H-Paclitaxel y un contador de centelleo. Las cavidades sin proteina 
y sin Flutax-2 se incluyeron para mediciones de calibrado y de fondo 
respectivamente (vease las medidas de anisotropia mas arriba). Las placas se 
agitaron por rotacion durante 10 minutos y se midieron 2 veces dentro de 30-90 
minutos despues de equilibrado a 25°C en el lector de microplaca. Los dates de 
anisotropia de Flutax-2 se calcularon con el software de evaluacion (BMG) y se 
trazaron versus la concentracion total de competidor. 

Con el fin de medir la afinidad de union de un ligando (L) que desplaza el 
ligando de referenda Flutax-2 de su sitio de union de microtubule (S), se 
asumio estequiometria unitaria, determinandose la union fraccionaria de Flutax- 
2 a partir de la anisotropia como 

[F] b /[S] 0 = [F] 0 (r -r min ) / [S] 0 (r max - r min ) [8] 
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y se aplicaron las siguientes expresiones: 



K(F) = [SF] / [S][F] [9] 

K(B) = [SB] / [S][B] [10] 

[F] = [FJo - [SF] [11] 

5 [L] = [L] 0 - [SL] [12] 

[S] = [S] 0 - [SL] -[SF] [13] 



Un programa de ordenador personal, que implementaba la solucion a las 
ecuaciones (9-13) a partir de los valores conocidos de [F[ 0 ,[L] 0 ,[S]o y K(F), se 
utilizo para encontrar el mejor valor de ajuste por minimos cuadrados de la 
10 constante de union de equilibrio del ligando competidor K(L) a los datos [Fy[S]o 
versus [L] 0 (Medrano, F.J., et al.; J.F. Diaz, programa sin publicar Equigra.4). 
La curva de desplazamiento ajustada se expreso como anisotropia y se trazo 
junto con los datos (ver Fig. 2). 

6. Desplazamiento de 3 H Paclitaxel de los microtubulos por ligandos 
15 competidores. 

3 H Paclitaxel 100nM, sitios de union de microtubulos 100nM y la concentration 
deseada de competidor en un volumen final de 200jaL de tampon GAB-GDP 
que contenia 1 mg mL" 1 de albumina de suero bovino (BSA) y DMSO al 1%, se 
incubaron durante 30 min. y se centrifugaron 10 min. a 50.000 rpm, 25°C, en 
20 tubos de policarbonato en un rotor TLA 100 con una ultracentnfuga TLX 
(Beckman, Palo Alto, CA). Los sobrenadantes y los tubos que contem'an los 
sedimentos se separaron y se sometieron a recuento con un contador de 
centelleo Ifquido. Los datos pudieron tratarse numericamente de modo similar a 
la section de mas arriba, sustituyendo Paclitaxel por Flutax-2. 

25 
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REIVINDICACIONES 

1. Metodo consistent en un ensayo homogeneo para ,a detection de 
cualesqu.era substantias antitumorales sus,i,u,ivas de paCtaxel en e, sitio 
de un,6n de paclilaxel de los microtubules, caracterizado porque: 

- se basa en la combination de una diana y una sonda 

- se anaden las substanoias a ensayar a una solution de la diana que 
cons,ste en microtubulos y la sonda fluorescent unida a la diana 

- se determine e, desplazamiento de las substanoias competidoras de la 
mteraccion de ,a sonda con la diana mediante ,a medida del descenso de 
an.sotropia da ,a variation de intensidad de fluorescencia de la sonda o 
de ,a transferenoia resonante de energia de la sonda a un aceptor 
adecuado. 

- y se identifica un oompuesto biomimetico de paclilaxel si se observe un 
descenso de la anisotropia de la fluorescencia de ,a sonda o mediante el 
descenso de transferenoia resonante de energia de la sonda unida a un 
ligando. 

2. Metodo segun ,a reivindicacion , caracterizado porque ,a diana de este 
metodo son microtubu.os ensamblados in vitro los cuales se estabilizan 
med.a , e entrecruzamiento quimico y se conservan indefinidamente 
med,ante d,a„sis contra un tampon de conservation y ^preservation 
Metodo segun las reivindicaciones 1 a ,a 2 caracterizado porque ,a sonda 
de este metodo son cualesquiera derivados nuorescen.es de paclitaxel que 
se unen especificamente a los microtubulos, incluyendo entre otros- 
7-0-[N-(2,7-difluoro-4'-fluoresceincerbonil)-L-alanil]Paclitaxel 

7-0-[N-(2,7-difluoro-4'-fluoresceinsulfonil)-L-alanil]Paclitaxel 

7-0-[NK4'-tetrametilrodamincarbonil)-L-alanil]Paclitaxel 

7-0-[N-(2,7-dif,uoro-4'-fluoresceincarbonil)-L-beta-alanil]Paclitaxel 
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4. Metodo segun las reivindicaciones 1 a la 3 caracterizado porque puede ser 
robotizado y porque las medidas se pueden realizar empleando lectores de 
fluorescencia en placa. 

5. Uso del metodo segun las reivindicaciones 1 a la 4 para la identificacion de 
5 alto rendimiento (HTP) de compuestos antitumorales que actuen sobre el 

sitio de union de paclitaxel en los microtubulos, provenientes de fuentes 
naturales o sinteticas. 

6. Uso del metodo segun las reivindicaciones 1 a la 5 para la evaluacion de 
nuevos derivados de taxanos, epotilonas, discodermolida, eleuterobina, 

10 sarcodicitina y cualesquiera otros ligandos del sitio de union de paclitaxel en 
los microtubulos. 

7. Uso del metodo segun las reivindicaciones 1 a la 6 para la evaluacion del 
contenido en dichas substancias activas de una fuente natural de 
production. 

15 8. Uso del metodo segun la reivindicaciones 1 a la 7 para la evaluacion de 
nuevas fuentes para la extraction o preparation de substancias 
potencialmente activas a partir de precursores farmacologicamente no 
activos o semi-activos. 
9. Uso del metodo segun la reivindicaciones 1 a la 8 para el desarrollo de 

20 herramientas para la realization de ensayos en investigation oncolpgica y/o 
biologica relacionadas con los microtubulos celulares. 
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Figura 1 
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